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ABSTRACT 
Triladyl is one of the commercial extender, easy to use because it is available in a package and contains 
material necessary for semen cryopreservation. This study aimed to determine the quality of cauda 
epididymal spermatozoa of Peranakan Etawah goat in cryopreservation with Triladyl. Characteristic of 
spermatozoa including percentage of progressive motility, viability, abnormalities and membrane integrity 
were evaluated before and after freezing. Results showed that percentage of progressive motility, viability, 
abnormalities and membrane integrity before freezing were 72.86; 82.55; 8.53; and 81.67%, whereas 
percentage of post thawing were 48.00; 67.76; 9.49; and 67.52%. These results indicated that buck 
spermatozoa collected from cauda epididymal and then frozen with Triladyl extender was still in the best 
quality after thawing and can be used for artificial insemination. 
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ABSTRAK 
Triladyl merupakan salah satu pengencer semen komersial yang mudah dalam penggunaannya karena 
telah tersedia dalam paket siap pakai dan mengandung bahan yang diperlukan untuk kriopreservasi semen. 
Penelitian ini bertujuan mengetahui kualitas spermatozoa kauda epididimis kambing Peranakan Etawah yang 
di kriopreservasi dengan pengencer Triladyl. Karakteristik spermatozoa yang diamati meliputi persentase 
motilitas, viabilitas, abnormalitas dan integritas membran dari kauda epididimis yang dievaluasi sebelum dan 
setelah dibekukan. Hasil penelitian menunjukkan bahwa persentase motilitas, viabilitas, abnormalitas dan 
integritas membran spermatozoa segar adalah 72,86; 82,55; 8,53; dan 81,67%, sedangkan pada tahap setelah 
thawing adalah 48,00; 67,76; 9,49; dan 67,52%. Hasil penelitian menunjukkan bahwa spermatozoa kauda 
epididimis kambing Peranakan Etawah yang di kriopreservasi dengan pengencer Triladyl masih dalam 
kualitas terbaik pada tahap setelah dibekukan dan thawing, serta masih memenuhi syarat digunakan untuk 
keperluan inseminasi buatan.  
Kata Kunci: Spermatozoa, Kauda Epididimis, Kambing, Kriopreservasi, Triladyl 
PENDAHULUAN 
Materi genetik baik dari hewan yang 
mempunyai nilai ekonomis, terancam punah 
atau populasinya yang semakin sedikit maupun 
satwa liar bisa hilang kapan saja oleh kematian 
hewan secara tak terduga, libido yang rendah 
maupun gangguan saluran reproduksi 
(Drouineaud et al. 2003; Kaabi et al. 2003). 
Upaya yang dapat dilakukan untuk 
menghindari hilangnya materi genetik hewan 
secara keseluruhan adalah dengan cara 
menyelamatkan materi genetik tersebut untuk 
dapat digunakan kembali melalui aplikasi 
teknologi. Salah satu kemungkinan yang dapat 
dilakukan dalam rangka pelestarian plasma 
nutfah dari gamet jantan yaitu melalui 
penyelamatan dan pemanfaatan spermatozoa 
dari epididimis setelah kematian hewan 
(postmortem) (Ehling et al. 2006).  
Spermatozoa dari kauda epididimis tetap 
hidup dengan kualitas yang masih baik untuk 
jangka waktu antara 10-20 jam postmortem dan 
masih menunjukkan kemampuan untuk 
memfertilisasi oosit secara in vitro serta dapat 
menghasilkan keturunan (Martinez-Pastor et al. 
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2005). Berdasarkan alasan tersebut, 
kriopreservasi spermatozoa dari kauda 
epididimis merupakan metode yang dapat 
digunakan untuk konservasi materi genetik 
ternak dikarenakan pemanfaatannya dalam 
jangka panjang tanpa dibatasi waktu dan jarak 
(Martins et al. 2007).  
Walaupun kriopreservasi spermatozoa telah 
banyak dilakukan pada berbagai hewan, tetapi 
proses kriopreservasi dilaporkan dapat 
menyebabkan kerusakan pada struktur 
spermatozoa, kerusakan biokimia dan 
fungsional termasuk penurunan motilitas 
spermatozoa, integritas membran maupun 
kemampuan fertilisasi. Penambahan berbagai 
komponen pada bahan pengencer baik 
krioprotektan, gula, buffer dan bahan aditif 
lainnya akan berinteraksi selama proses 
kriopreservasi dengan cara yang spesifik untuk 
melindungi spermatozoa, menyediakan substrat 
energi serta mencegah efek negatif dari 
perubahan pH dan osmolalitas (Salamon & 
Maxwell 2000; Yoshida et al. 2000).  
Triladyl merupakan salah satu pengencer 
semen komersial produksi Minitube yang telah 
digunakan dari tahun 1974 terutama dalam 
produksi semen sapi, disamping pada domba, 
kambing, unta, anjing dan hewan eksotik 
lainnya. Triladyl merupakan pengencer yang 
mudah dalam penggunaannya karena telah 
tersedia dalam paket siap pakai dan 
mengandung bahan yang diperlukan untuk 
kriopreservasi semen yaitu tris, asam sitrat, 
gula, buffer, gliserol dan antibiotik (Tylosin, 
Gentamisin, Spectinomycin, Lincomycin). 
Penelitian ini bertujuan mengetahui kualitas 
spermatozoa kauda epididimis kambing 
Peranakan Etawah yang di kriopreservasi 
dengan pengencer Triladyl. 
MATERI DAN METODE 
Penelitian dilakukan di Laboratorium 
Reproduksi, Loka Penelitian Kambing Potong 
Sei Putih, Sumatera Utara pada bulan 
Nopember 2013. 
Testis dengan epididimis kambing untuk 
mendapatkan spermatozoa dari kauda 
epididimis diperoleh melalui kastrasi kambing 
Peranakan Etawah jantan berumur antara 1-2 
tahun, dengan bobot badan berkisar antara 25-
30 kg yang dipelihara secara intensif dalam 
kandang individual di Loka Penelitian 
Kambing Potong Sei Putih Sumatera Utara. 
Pakan hijauan sebagai sumber makanan pokok 
bagi kambing diambil dari lapangan dalam 
bentuk potong angkut, sedangkan air minum 
diberikan secara ad libitum.  
Persiapan bahan pengencer 
Bahan pengencer yang digunakan dalam 
penelitian ini adalah pengencer komersil 
Triladyl (Minitube, Tiefenbach, Germany) 
dengan komposisi bahan pengencer 2,5 ml 
Triladyl dan 2 ml kuning telur dalam 7,5 ml 
aquabidest.  
Koleksi spermatozoa dari kauda epididimis 
Testis dan epididimis dibersihkan dengan 
larutan 0,9% NaCl ditambah dengan 0,06 g/l 
penicillin (Sigma-Aldrich. Inc, P-4687) dan  
0,1 g/l streptomycin (Sigma-Aldrich. Inc, S-
9137), lalu dimasukkan ke dalam kantung 
plastik, ditutup rapat dan ditempatkan dalam 
wadah polystyrene, kemudian dibawa ke 
laboratorium. Setelah berada di laboratorium, 
bagian kauda epididimis dipisahkan dari testis 
dan jaringan ikat lainnya. Untuk menghindari 
kontaminasi darah, pembuluh darah dipotong 
dan dikeluarkan. Kauda epididimis yang akan 
diambil spermatozoanya hanya bagian kiri 
sehubungan bagian kanan digunakan untuk 
penelitian lain. Koleksi spermatozoa dilakukan 
dengan membuat beberapa sayatan pada kauda 
epididimis menggunakan pisau scalpel dan 
meletakkannya pada petri dish yang berisi 
medium Triladyl selama tiga menit, lalu 
memasukkannya ke dalam tube 15 ml untuk 
proses kriopreservasi. 
Kriopreservasi spermatozoa  
Spermatozoa dibekukan dengan metode 
yang digunakan untuk membekukan 
spermatozoa kucing (Karja et al. 2006) dengan 
sedikit modifikasi. Spermatozoa dari kauda 
epididimis dievaluasi karakteristiknya sebelum 
kriopreservasi meliputi motilitas progresif 
spermatozoa, integritas fungsional dari 
membran plasma spermatozoa dengan 
hypoosmotic swelling test (HOS-Test), serta 
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viabilitas dan abnormalitas spermatozoa yang 
ditentukan dengan pewarnaan eosin-negrosin. 
Spermatozoa lalu diencerkan dengan medium 
Triladyl hingga konsentrasi akhir spermatozoa 
sebesar 200x106 spermatozoa/ml, lalu 
diekuilibrasi pada suhu 4ºC selama dua jam. 
Spermatozoa segera dimasukan ke dalam straw 
berukuran 0,25 ml (IMV, France), kemudian 
diletakkan pada sebuah styrofoam plate dalam 
uap nitrogen cair selama 20 menit (kurang 
lebih 4 cm dari permukaan nitrogen cair) dan 
kemudian segera dimasukkan dalam kontainer 
nitrogen cair untuk penyimpanan. Thawing 
dilakukan dengan cara meletakkan straw 
semen beku di udara pada suhu kamar selama 
30 detik kemudian mencelupkannya ke dalam 
water bath pada temperatur 37ºC selama 30 
detik, untuk selanjutnya dievaluasi 
karakteristik spermatozoa setelah thawing 
(post-thawing).  
Evaluasi karakteristik spermatozoa 
Penilaian persentase motilitas spermatozoa 
ditentukan dengan cara menempatkan satu 
tetes spermatozoa yang telah diencerkan 
dengan larutan 0,9% NaCl pada gelas objek 
dan ditutup dengan gelas penutup. Pengamatan 
terhadap spermatozoa yang bergerak progresif 
dilakukan secara subjektif pada enam lapang 
pandang yang berbeda di bawah mikroskop 
dengan pembesaran 400x (Rasul et al. 2001). 
Penilaian yang diberikan mulai 0% (tidak ada 
spermatozoa yang bergerak ke depan) sampai 
100% (semua spermatozoa bergerak ke depan). 
Penilaian persentase integritas membran 
spermatozoa diperiksa menggunakan 
hypoosmotic swelling test (HOS-Test) dengan 
komposisi larutan HOS untuk 10 ml air mili-Q 
ditambah dengan 0,135 g fruktosa (Merck, 
Germany) dan 0,0735 g trisodium citrate 
2H2O. Sampel semen sebanyak 20 µl 
diencerkan dengan 80 µl larutan HOS dan 
dibiarkan selama 10 menit pada suhu kamar. 
Untuk keperluan pengamatan, diteteskan 10 μl 
sampel semen pada gelas objek yang ditutup 
dengan gelas penutup dan evaluasi dilakukan 
di bawah mikroskop dengan pembesaran 400x. 
Perhitungan dilakukan pada lima lapang 
pandang secara acak terhadap spermatozoa 
yang mempunyai ekor melingkar (membran 
plasma utuh) maupun yang mempunyai ekor 
lurus (membran plasma tidak utuh) sesuai 
petunjuk Fonseca et al. (2005). Jumlah total 
spermatozoa yang dihitung adalah 200 
spermatozoa. 
Penentuan persentase viabilitas dari 
spermatozoa dilakukan dengan menggunakan 
metode pewarnaan eosin-negrosin dengan 
komposisi pewarna eosin-negrosin untuk 300 
ml air mili-Q terdiri dari 3,3 g eosin yellow 
(Wako Pure chemical Industries, 058-00062), 
20 g nigrosin (Sigma-Aldrich, 198285) dan  
1,5 g sodium sitrat, menurut prosedur Barth & 
Oko (1989). Sebanyak 10 μl sampel semen dan 
40 μl eosin-negrosin dicampur di atas gelas 
obyek kemudian dibuat preparat ulas dan 
dikeringkan menggunakan bunsen selama  
15 detik sebelum dilakukan pengamatan di 
bawah mikroskop dengan pembesaran 400x. 
Spermatozoa yang dikategorikan hidup adalah 
spermatozoa yang tidak menyerap zat warna 
sehingga pada bagian kepala spermatozoa tidak 
terwarnai (putih), sedangkan spermatozoa yang 
dikategorikan mati adalah spermatozoa yang 
menyerap zat warna sehingga pada bagian 
kepalanya akan berwarna merah. Persentase 
viabilitas spermatozoa ditentukan berdasarkan 
perbandingan antara jumlah spermatozoa hidup 
dengan jumlah total spermatozoa. Jumlah total 
spermatozoa yang dihitung adalah 200 
spermatozoa. Sedangkan pengamatan 
abnormalitas menurut McPeake & Pennington 
(2009) yaitu terhadap abnormalitas 
spermatozoa sekunder (kepala normal yang 
terputus dan ekor yang membengkok) yang 
terjadi selama proses penyimpanan atau 
kriopreservasi spermatozoa. Pengamatan di 
bawah mikroskop dengan pembesaran 400x 
dilakukan pada 200 spermatozoa. 
Analisis data 
Data karakteristik spermatozoa kauda 
epididimis kambing Peranakan Etawah 
sebelum dan setelah kriopreservasi dianalisis 
menggunakan rancangan acak lengkap. 
Apabila terdapat perbedaan antar perlakukan 
dilanjutkan dengan Duncan’s Multiple Range 
Test (DMRT) menurut Steel dan Torrie (1997). 
Data diolah menggunakan program SPSS versi 
19. 
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HASIL DAN PEMBAHASAN 
Hasil penelitian diperoleh konsentrasi 
spermatozoa dari kauda epididimis kambing 
Peranakan Etawah bagian kiri rata-rata 
5.364±172 juta sel/ml. Hasil yang diperoleh 
masih dalam kisaran jumlah seperti yang 
dilaporkan Rizal et al. (2004) bahwa 
konsentrasi spermatozoa kauda epididimis 
domba Garut pada bagian kanan dan kiri rata-
rata 11.660 juta sel/ml. 
Karakteristik spermatozoa kauda 
epididimis kambing Peranakan Etawah selama 
proses kriopreservasi untuk penelitian ini 
ditampilkan pada Tabel 1. Data karakteristik 
spermatozoa kauda epididimis kambing 
Peranakan Etawah sebelum pembekuan 
menunjukkan bahwa spermatozoa tersebut 
memiliki kualitas yang baik dan memenuhi 
syarat untuk proses kriopreservasi. Kriteria 
spermatozoa segar yang dapat digunakan untuk 
proses kriopreservasi dan sebagai dasar 
penentuan fertilitas pejantan dengan kategori 
sangat baik harus memiliki persentase motilitas 
spermatozoa >50% dengan persentase 
integritas membran spermatozoa ≥60% 
(Pezzanite et al. 2012).  
Persentase motilitas, viabilitas dan 
integritas membran spermatozoa dari kauda 
epididimis selama proses kriopreservasi 
mengalami penurunan, berbeda halnya dengan 
persentase abnormalitas yang tidak mengalami 
perubahan. Hasil ini menunjukkan bahwa 
spermatozoa dari kauda epididimis rentan 
terhadap kejutan dingin akibat penurunan suhu 
selama proses kriopreservasi. Spermatozoa 
mengalami perubahan seluler, biokimia dan 
osmotik selama pematangan di epididimis dan 
setelah penambahan plasma semen saat 
ejakulasi. Perubahan ini termasuk penurunan 
dramatis dalam komposisi membran lipid yang 
kemudian dapat mempengaruhi karakteristik 
biologi spermatozoa saat kriopreservasi, 
permeabilitas krioprotektan dan perubahan fase 
membran plasma selama pendinginan (Yeung 
et al. 2006). 
Penurunan persentase motilitas, viabilitas 
dan integritas membran spermatozoa dari 
kauda epididimis selama proses kriopreservasi 
selain disebabkan oleh faktor kejutan dingin 
juga karena adanya perubahan intraseluler 
akibat pengeluaran air yang berkaitan dengan 
pembentukan kristal es. Pembentukan kristal es 
selama proses kriopreservasi sel spermatozoa 
menyebabkan terjadinya penumpukan 
elektrolit di dalam sel yang mengakibatkan 
terjadi kerusakan sel secara mekanik. Elektrolit 
yang menumpuk akan merusak dinding sel 
spermatozoa, sehingga pada waktu thawing 
permeabilitas membran plasma utuh akan 
menurun dan spermatozoa mengalami 
kematian. Pembentukan kristal es 
kemungkinan berkaitan dengan perubahan 
tekanan osmotik dalam fraksi yang tidak 
mengalami pembekuan (Watson 2000). 
Persentase integritas membran spermatozoa 
setelah thawing dari kauda epididimis masih 
tinggi dan memenuhi syarat untuk aplikasi 
inseminasi buatan disebabkan karena 
spermatozoa yang berasal dari kauda 
epididimis belum terkena sekresi kompleks 
dari kelenjar kelamin pelengkap, dimana 
sekresi ini dapat mengubah sensitivitas pada 
saat pendinginan dan resistensi pembekuan 
seperti pada spermatozoa dari ejakulat. 
Spermatozoa yang didinginkan pada 
temperatur di bawah titik beku air akan 
mengalami kerusakan membran plasma secara 
ireversibel. Kandungan kolesterol yang tinggi 
selama pematangan spermatozoa di kauda 
epididimis dapat menstabilkan membran 
spermatozoa dari efek kejutan dingin selama
Tabel 1. Karakteristik spermatozoa kauda epididimis kambing Peranakan Etawah selama proses 
kriopreservasi (n = 10 ekor) 
Parameter Awal Post-thawing 
Motilitas (%) 72,86±6,11a 48,00±4,83b 
Viabilitas (%) 82,55±8,28a 67,76±7,10b 
Abnormalitas (%) 8,53±2,29a 9,49±4,18a 
Integritas membran (%) 81,67±10,80a 67,52±6,13b 
Huruf superskrip yang berbeda pada baris yang sama menunjukkan perbedaan yang nyata (P<0,05) 
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proses cooling yang diakibatkan kadar asam 
lemak jenuh yang tinggi dalam fosfolipid (Yu 
et al. 2002). 
Persentase viabilitas spermatozoa setelah 
thawing dari kauda epididimis masih tinggi 
dikarenakan pada sekresi cairan kauda 
epididimis terdapat nucleobindin dan protein 
lipocalin-type prostaglandin D synthase 
(PGDS) yang menempel pada akrosom 
spermatozoa dari kauda epididimis yang 
berperan sebagai protein multifungsi dalam 
mengikat kalsium, berpartisipasi dalam 
aktivasi sinyal intraselular, interaksi sel-sel, 
apoptosis, serta dapat mempertahankan 
viabilitas spermatozoa ketika berada di kauda 
epididimis (Moura et al. 2007). 
Hasil penelitian menunjukkan bahwa tidak 
terjadi peningkatan dalam persentase 
abnormalitas spermatozoa kauda epididimis 
selama proses kriopreservasi. Kriopreservasi 
dapat menyebabkan perubahan pada morfologi 
spermatozoa, termasuk kerusakan pada 
mitokondria, akrosom dan ekor spermatozoa. 
Oleh karena itu, fungsi spermatozoa dalam 
mempertahankan membran utuh, ekor dan 
aktivitas mitokondria setelah pembekuan 
menjadi rendah (Holt 2000). Disamping itu, 
proses cooling selama kriopreservasi dapat 
menekan aktivitas metabolisme sel 
spermatozoa dan menyebabkan konsumsi 
energi secara signifikan berkurang dan 
sensitivitas kejutan dingin ditandai oleh 
hilangnya permeabilitas selektif secara 
ireversibel dan integritas membran plasma 
spermatozoa yang mengarah kepada 
abnormalitas spermatozoa. Perubahan 
morfologi yang mengarah kepada abnormalitas 
ini terkait dengan permeabilitas membran 
terhadap ion intraseluler, fungsi saluran ion 
dan integritas cytoskeletal (Petrunkina et al. 
2005). Senger (2005) melaporkan bahwa setiap 
fraksi spermatozoa yang berasal dari kauda 
epididimis mengandung spermatozoa yang 
abnormal sebesar 5-15% dan penurunan 
kemampuan fertilisasi terjadi apabila morfologi 
spermatozoa yang abnormal melebihi 20%. 
Persentase abnormalitas spermatozoa dari 
kauda epididimis yang diperoleh pada 
penelitian ini masih dalam batas normal.  
Meskipun spermatozoa dari kauda 
epididimis mengalami penurunan setelah 
pembekuan dan thawing, namun persentase 
motilitas, integritas membran dan viabilitas 
spermatozoa dari kauda epididimis masih 
cukup tinggi. Penggunaan Triladyl dengan 
kandungan kuning telur diduga dapat 
melindungi spermatozoa terhadap kejutan 
dingin. Di dalam kuning telur terdapat lesitin 
yang dapat mempertahankan motilitas 
spermatozoa dari kejutan dingin karena 
kandungan phosphatidylcholine (Kikuchi et al. 
1998). Kandungan phovitin, ceruloplasmin, 
ovalbumin dan ovotransferrin yang terdapat 
pada kuning telur dapat menghilangkan ion 
logam bebas yang dapat mengkatalisis 
produksi Reactive Oxygen Species (ROS). 
Begitu pula protein yang mirip dengan 
ekstraselular superoksida dismutase dan 
plasma glutathione peroksidase pada kuning 
telur dapat berkontribusi dalam meningkatkan 
kapasitas antioksidan (Mann & Mann 2008). 
Kuning telur berfungsi mengubah struktur 
tersier lipoprotein kuning telur dalam media 
ekstraseluler yang berperan untuk melindungi 
membran spermatozoa (Pena & Linde 2000).  
KESIMPULAN 
Spermatozoa kauda epididimis kambing 
Peranakan Etawah yang dikriopreservasi 
dengan pengencer Triladyl masih dalam 
kualitas terbaik pada tahap setelah dibekukan 
dan thawing, serta masih memenuhi syarat 
digunakan untuk keperluan inseminasi buatan.  
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